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Abstract of EP0869 188 

Method for analysing micro-satellite loci comprises: (a) isolating genomic DNA from human biological 
material; (b) amplifying five different micro-satellite loci using five different primer pairs, where the loci 
include two mononucleotide repeat loci, one or two dinucleotide repeat loci of class 2a, one or two 
dinucleotide repeat loci of class 2b and optionally a pentanucleotide repeat locus; and (c) determining the 
size of the amplification products. 
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DIo f olg«ndon Angaben sind d»n vom Anmeldor filngereichtan Unterlaflttn ontnomnittn 

@ Vcrfohren zum Nochwcia von MikrosoteU'iten-lnstobilHot zuf TuanordiognostiW 

@ Gogenstend dor Erfindung 1st oin Vorfehrcnjur Bestim- 
niung gcnomischor Instabilitai an 5 ausgowahlion Mikro- 
iwialliten Loci. Die Analyse dieser eusgewvdhlten Loci fsi 
geeignet tut Erstoltung von prognostiachen Tumordl- 
Bgnosen. zur Analyse von erblichor Tumorprfidisposilion 
buwitf iut TuiiiuifiuliisikMiiMUiiu. Bfe»!(uiiiJtttH Btfdvutijiii| 
hut diose Methodts bei dnr OiagnuMa vonTumorendasGa- 
strointcstinottrnktes. t>eispicl3weise Colorectattumoren. 
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Beschrvihurg 

l>ic l-rtiiiduoc bctriHi cin Vcrtbbrcn iind cinca Kil zur prog nos!i$c ben Diagnostik, Priidispositinnsdiagnostik brw, 
hrOhcrkcnnung von 'i\iroofcn dcs Cvasirointcstir.nltraktcs, Vorzugswcisc C'olorcctjiltumorcn. Crniodlagc dafUr bildct dcr 
s Nuchwcij; gcnomischcr Tn5:Lahili(2ii von sogcnnnnlcn Mikro«;aLBlliten mil ITilfc von PCR. 

Mi<rosa(c(ntcn (MTS> sird lairzc Tandem "Repeat^ <iic Ubcr dcs gc.santtc rr.cnschlichc Ccrnm vcncilt vorkommcn. 
Suibu^ich irclcn Mikrusalclliicn ciwa einitidJ in l(X) (XX) D<i:)cnpuaz^D auf. Bisbcr bind 5 Kld&scn von MIS beschricbco, 
die iieb iiud; dci hHv.^c iUrcr Uciuiicii rrpciiiivcu Uiuhcii als Muuo- Di-, Tii-. Tctru-, mJcf PcuUuiuUcotid^Kicpcai voif 
cinanJcr uoicrs;;iicidcn. Jri dcr Kegel iicurn these rcpctiiivcr. luntx:iicn 10 bis ^0 mal in 'Jbndcmanordnuag wicdcrholt 
10 a jf. MikrosatcLLitcniosiahiliuii (MIN) io J-oriii klcincr Dclciior.cn odsr Ir.scrtioncn kaan bci vic)cn 'ibmorpsUcotcn nach- 
gcwic5;cn xvcrric n. wenn man DNA aus Tbmomnaterial mit nomaler DNA des gleichcn TnrtividuuTns vcrglcicht (Thibo 
dcju el aL (1993), ^science, 260. 9) (WO ^4/19492). Dies geschicht riurch Amplifikation dcr DNA mil llilfe von 

TKH und ;tDscblicGcndcr gclclckimphoivlischcr Aufircnnuogdcr Auiplinkiiliorisproduklc. Ab> Ur^uchc fur NUN wird ein 
daucrtiaficr Rcplikaticxisdcfcki dcr 'Jbmoncllcn aogcschcn (Parsons cl al,, (1993)^ Cell, 75, 1227-J230: Shibata ci al., 
IS (199^) Nal. Ccncl, 6, 273-281). Solcbc rumorcn vicrdcn als "Hcplikauon-liiror-Posilivc- aU3t+) kJassifizicrt. liio 
KHR-i- PtiUriolyp \s\ churaklerislisch fiir C(>U)r«;cialiuTiinrcn in Fatiiilicn rnil HNPCC (Hcruditiiry Non-P<il>pc»ii.s Oilun 
Cunncty (Aulionen el al. iVm}, Science. 260, K12-*16). 

J)ic Analyse von Mtkrosntcllitcn ist cine auUcrst .'tttmktivc Mcthnric sovvohl fiir diagoosiischc Anwcndiingso als utich 
tut die Untcrsuchung dcr 'ruxnorgcncse von KHK+ 'lumorco. Aufgrund ilircr cinfachcn DurcbflihrbarkcU ist die Bcstim- 
20 niung dcr MIN vor dcr Scqucnzicrung dcr Mifciiialcb Repair Ccoc voa IINIX^C I'amilicn cin gccigncxs Ililfkmittcl zur 
Idcntitizlcning potcnticllcr Paiicoicn. libcololLs voo groBcc Ucdcutung ist die NUN Aoalysc als progoostiscbc Dia- 

gmwc hci .sjx>m(liM:hciii C(tli>rcclal-Kar/.mt>iii, wcti tlas Ai:nrcic»i vtui MIN mil ciner he:«Ncre7i Prognose kMrn:licrt (T^nlhc 

ul. (Vyfrj) Ca.icei Rex, S3, SS4*;-58S?.; 'ni'.Ujikicu ei »!. (19!>i). 2H:ieiii:t:, 200. K 1 6-819; nulili d al. (1 *J*JO) OtiWActw, 
12,2641 2r>49). 

25 MIN kann in nichr aLs 90% alicr llNP(X: Tjiix>rcn nachgcwicsco wcrdcn (Liu ci aL,(1996)NaiurcMcd., 2, 169 174), 
wohingcgcn MTN in spararii^chen Colorcc'^lurr.orcn nur mil ciner Haufigkcit. von 10-20% aufihti (Tltihocteau et a!. 

( 1 993) Science, 260. 816-81 9; Tonov ci al. ( 1 993), Nature. 363, 558-56 \ ; Aalloncn ct al . ( 1 993) Science, 260, 812-81 6; 
I^ic cl aJ. (1993) Cancer Res.. 53, 5H49 5852). MTN isi jedoch nichl auf Colorc;;ialluUicrcD bcsichriinkl, sondcm wurde 
U'jcb in aoderen Tuiiturcn nacbKcwicsen. Duiui xulilen unier andcEcin Psinkrvaskiimnoiiie Qlaa el al. ( 1993) Chancer Res., 

30 53, 5087 5089). gasirischc Karzinomc (Hao « al. (1993) Cancer Res., 53. ."5087 5089; PcUonaaki ct aL (1993) Cancer 
RCS..53.5853 5855; Miioaov ct al. (1994) Cancer Res., 54, 41 44: Rbyuctal. (1994) Oncogene. 9. 29 32; <;hoQB ct aL 

( 1 994) crancer Rc«.. .54. 4.595-4597), tYnstata-Karz.inome (Cao el al. (1 994) Oncogene. 9, 2999-3003), Kat7.inome dcs 
nndomc4riums (RUinger et al. (190^) CanccrRes., 53. 5100- 5 103; Ptliomaki et al. (1993) Cancer Re*., 53, 5853-5855) 
und Munui;uk^i3Qot:ie (Paicl rl ul. (1994) (>:icogene. 9, 3695 37(X)). 

35 Dcr Mecb-.iniiiitiua» dcr Tuuiorgcnct^c voo RER+ TuiiiorvD ib'l aicht itu Detail bckanol. Bisber wurdcn tuat (mxic iden- 
tifizicn, dcrcn Dclckt zu ciocm Auflrcicn dcs lUiR-i- I'lianotyps ftihrcn kann. Da io I INPIX* I'&fnillcn sowohl fiir hMLII I 
(Urooncr ct al. (1994) Nature, 368, 258-26J) aia auch fiir hMiiII2 Q whcl cl aL (1993) Cell, 75. 1027-1038; Leach ct aL 
(1993) Cell, 75, 1215-1225) gcinsUsclie Vii rid hi litis lai iiiiLciiicr HaungkeiL vun ul^cr 30% iiacligcwicseii wunleii, aplelisii 
diese hcidcn Gene orfenMchUich einc wichiige Rolle l>ei <icr Auspr^gung vini MTN. 2 tfnclerv Mlsifiaich Repair Gene, 

40 hPM.S 1 und hPMS2 rind in wunigcr alis 5% alJer HNPCX! Paiicnicn xuaiien, no duB dicsc ( jcne wohl cine chcr unieige- 
ordjiele RuUe io RHRi-Tutiioren spieJen. En isl jedoch davoD auszugcfaen, daO nocb weilere, bishcr unbckanoie iicnc an 
ciocm cftcktivcn Mismatch Repair bctctligt sind. 

lis bcstcht Crund zu dcr Aiinahmc, daB MIN cine dlrektc RoUc bd dcr 'ilimorgcncsc dadurch spiclt, daB aufgrund von 
Dcfckten irii MiMiiatch Repair Sysieiii Mikmsalellilcn iiii kcxliercntlen Rereieh vun Gencn inuliert wenlen, die Rirdie 

4S Regulatitxi <br /cllpnilifeniiion von Bedeulung sind. Rci.s[neliswcisc wurde ein Repeat von 10 OeoiiyaderKKinen itii ko- 
dicrcndcn Dcreich dcs 'IXiHbclal-Rczcplor (icos ab MIN-'Jargct idcntiMzicft (Mario witz cl al.. (1995) Scicooc, 2(t&. 
^ 336 1 338). Kin wcitcrcx MTN- Target, das l(il'(IOR-<»cn, iM in gn«rrninrc!CtinRlcn Mbmoren inncrbalh seiner kodicrcn- 
dcn Region an einem (C)r Repeat m;itiert (Sou7.a et al. (1996) Nal, Genet., 14, 255-257). TnterMftantenu'eii^e watvn nur 
10% allcr untcrsucbtcn 'i\imoct;o mit MIN in bcidco Gencn muiicrt. liin aodcrcr (G)i MIS ioncrhalb cines ITlstoa>Ccns 

sti wsir in keinoui *ler untersuchlcn Tunioren niulicrt (Sou/a el al. (1 996) Nut. GencL, 14, 255—257). Dariiher hinau.H konnli; 
MIN hi.^hcr nur un cincrii Tcil dcr unicniuchtcn I.«>ci nuchgcwic^cn wcrcbn. Ob und inwicwcil nich MikrostiLcllilcn, an 
dcncn Instebilitat bcccics nacbgcvricscn wurdc, biosichtltcb dcr Ilaufigkcil dcs Auflxetcns voo MIN untcncheidcn, war 
zuiu Zcllpucikl dec Hrliiiduug iiictil bukauial. 

Viclmchr cxistiercn fUr die Wahl von gecigneten Ijoci zur Analyse von MTN dcr7.eii keine weiccren Anhalb^unkic. Vs 

^^ Ist somii nicht hckannt, oh und wenn ja, wclchc 1 .oci sich am bc.«;icn Tiur eindcutigcn Desiimmung von RTTR4- Phanoiypcn 
cignc3. «Sluod der Tcchnik hingcgen isl die Analyse voo 4 bis 7 zuPailig ausgewahUen Loci zur Klassifikaliun dcs MIN 
Status beispielsweisc in (>>loEvctalkarzioonien (l.'B. Aaltooen el aL (1993) Science. 260, 812 816; Tbibodeau el al. 
(1993) Science 2ri0.8K^-8l9;Loihcct al. (1993) Cancer Res,. .5,1. 5849-.S852; Kim claL (1994) Am. J. Path., 145, 148- 
156; Bubb et al. (1996) Onco);enc, 12. 2641 2649; Plumnicr and Casey, (1996) Nat Mod.. 2, L56 158). 

«(» Am haufigsten wurden dahei Mono- und 'Dinukleotid-Tioci analysiert. T>inukleot)d-Repeat 1 joci t»scn sich in diesem 
7.a^ammcnhang in 2 verse hiedetie Kla.s«;en eintcilen: 

Nichi-kotuplexe. Loci, wvlchr inoerhulb dcr zu auipUrizie-rvnden Region auBer dein Dinukleoisd Reptnai keine 
wcitcicn rcpclitivcn lilcmcate aufSx^iscn (Klassc 2a). Zu diescn Loci gcb&rcn Ai\X D13^175; D3S1283, Mfd26, 
65 Mrd28 undMrd41. 

— KoTitplcxc TjQci, bci ticncn nchcn dciii Dinukluotid-Repcnl niich wcilcrt: mpclilivc Socjucn/cn auflrelcn (Kla.i.'u: 
2b). Zu dicsco Loci gchttren Mfdl5, DlOS 197, D1151 3 18, D1IN904, D18S69, D2S123, D9S171 sowic 'iTS3PCa<. 
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Okiruhcr hir.aiis wunlcn auch M:)m>nuklcoli(l-Rcpcal T.cx:i aufgrumi ihrcr gulcn Amplirr/ierharkeiLKOwie ihrercimlcu- 
ligen jjclclcklrophorelischen St|»nalc frichrfach unlerNuchi (T iu (I'^^fi) Naliin: Meil., 2. 160-174; Augcnttchl el a} 
Oacoijcnc. 12, 1767 1772; PluniliL:i and Ciiscy. (1096) Naf. Med.. 2. ISfi 158). 

(Jrundlagc dcx lirtindung war somit die Suchc nach polymorphsa Loci, dcrcn Analyse cine zuvcrlassigc Aussagc ubcr 
die allgcnicinc Tendcn?. 7jur genonii5^hen InsiaWlltiil zulSBt, Oabci konnten an untfir?;chiodiichen K1iinr»;atcllit£n an de- & 
ncn hcrctts noch dcm Stand dcr Tcchnik M\S gcfundcn wunlc. untcrschiortlichc i loufigkciicn polvrnorpbcr Vferiindcfun- 
Kco nach(;cwiesea werden. Daruber hinuus konnie fcsigciitcllt wcrdca, duQ in unicrscbicdlichcn ruUcn'.co vcnchiedcne 
}Cj»s;;u vuii MikfosaLcllilcii luit uuici^cLicdliclicf Hiiurigk.cU \ou i;cuui:uhclicf IiisUibiliUit bciruCvu ^uitl. Dorau^ Tol^l, 
tliifi lUf cixic zjvcrlassigc licsdnimuog dcs lUill PhSnotyps ruii cincr bcgrcnzicn AnzJihl ao l^O^-Kcakdoncn ciivs Aoa- 
lysc vcnchicdcacr Klasscn voo MLS unabdiogbar ist. ic 

CcgensUnd dcr Hrfindung i^t dcshalb cin tuniordiagnoKli.sches Verfahren 7jur Analyse von Mikroiutelliten-Tinci. hcsio 
hend aus tnlgcndcn Schriiten: 

a) Isolicruog von gcnonoischcr DNA aus faumancni biologiscbcm Material 

b) DN A-Amplifikaiion von 5 vcrechicdcocn Mikrosatclliten-Ixxri mil Ililfc voajcwcils liinf vcrschicdcncn lYiracr- is 
paarcn. dadiircii nckenn/xiiL-hncJ. daB sich hci dttn /n ainplili/.icrcncicn lxx:i uiii v.wei Mononi:klc*ilid-Rt;jx:iil 
I/K:i. ci:i ixler /.wci Diiiukicolicl-Kciical-I.oci cIlt KIslssc 2:i. cin c>k:.r /.wci Oinuklcolicl-Ke|)cal>T.cxn tier Kta«;se 2:j 
vinfl 0 bis 1 HcotRnnkl20tid-Rc|x:at Locus Imndclt. 

c) ( iroUcnbcslimncunp, dcr Aniplihkationsprodiiklc 

2C 

AIs vortcilhnTt htl sich dabci iiishcsi'indcre cine Ausfuhruojislom: crwicscn, bci dcr die 5 zu analy.siccecdcn Mikrosa- 
lri:i.cii-TiiK-i t:as^cwahll werden ntxs cincr Grujijx*. vdm Ixk;! lx-xit:hcml aus: BAT BAT26, nAT40, AlKJ, MfdlS, 
02S123. T>lHS6y, uih1TP53AIu. AI> hcMttulcis vciiU'.ilhari li<jl >icli cicis SiJC/.iirHc AuNfiiliiuii^^sruHit eiwicscn, l>ci (ieiica 
•/.ui Analyse von 5 dic&cr Ijoci i Priiccrpaure aus cincr (inippc von Priiucm, repr2iscnticn durch SliQ ID NOs. 1, 2, 5, 0, 
1 9. 20, 27, 28, 3 1 , 32. 33. 34, 3.\ 3fi. 4> und 4fi, ausgcwaWl wcrdcn. 15 

In cincr spc7jcllcn AusfUhrungsform wcrrtcn die 5 Ix)ci nAr2(>. nAT40, APC, Mfdl5 und 1J2S 123 analysien. Dabci 
kAnncn I odcr mchrenc Primcrpaarc cnttprechend den STiCJ TD NO. 1, 2, 5. 6. MJ. 20. 33, 34, 35. 36 venvendet wrdcn. 

(jcgcnjjior.d dcr lirfinJujig iai wciterbin cic Anwcndung dieses Vcrfalirens zur BcsUituiiung dcs RER Fhiiooiyps. 
durch Kckcnn/jciehnet. daC bei fehlendcm Nachweis von Mikrosaiellilca-Insiabiliiai bci alien 5 untersuchtcnLoci voo ci- 
nein KliK- Knanoiyp und bci Nactiwcis von MikrosatcUiicn-Instabilitat bci mclir aU cinen Locus voa ctncm RHK-I- Phii- 30 
notyp ausgcgangcn wird. 

Mire hcsondere AusfUhrungsfomi bcsichl in dcr Anwendung dcs Verfahrens r.ur pnogn05li5u:hcn D1agno<;e vnn 1\iino 
irn, vory.ugsweisc bci T\inwt»n d^s nndnmetnimK, dc% CJaslroinlcsfinaltraktes und insbcsonderp. bfti Colorcctallumcwn. 

Hire underc bcsondcrc AuKriihruiigsronu dur LirGodung beslchl ir. dcr Anwendung de» Verfahnrns zur Diagnose einer 
ruiuiliaren Tujiiur-XVUdi:>pob-idor., vor/.ug£wcise fiir Tumorvr. dc:i Bmloinelriuini;, dcs (>uslroinles'inaltruklesi uod insbe 3S 
sondcrc tlir Colorectal tuniorcn. 

liinc wcitcrc b^sondcrc AustUbrungstbrm dcrliriioduog besicht in dcr Anwcoduog dcs Vferfahrcra zur I'riibcrkcfinung 
VUII Tuniureii durcli Nacliweix vuii Mikiunalcllileii-TiiMltfliiUlSl in ilSwusiuinicrlsii TuiiHity«lteii. 

Rire y.u.sm/iiche Ausruhrungsronti cler HrHmlung bcacieht in der Anwendung <le.s Msrfahren.s vor cincr Hntscheidung, 
wclchc An von Clhciuothcrapic Rkr einco Puiienien cingcscizi wcrdcn soU. Dic» isi von Bedcuiung, da die Durchruhiung 40 
voD crhetuothcrapiea bSiufig inil uncn^'unschien Ncben wirkungen verbundcn isL so daB cin lUr bcstitttiiite Artcn von Ti*- 
niorcn unwirksaracr liinsatz ctncs solchcn'JIicrapcutikuais nacb Mdglichkcit zu vcrmctdcn ist 

Gcgcostand dcr Urfindung ist wctLerbin cin Kit zur tumordiagoostischcn Analyse von MikrosatclLitcn-Instabilitat, 
niindcslcns hesiehend aus 5 IV.iiicr-raaren, welche /.ur DNA-Aiiiplifikali«n vcjn y.wci Mononukleuli<URcpcal T>tK,-i,ein 
(Hler y.wci Oinukleond-Rcpcal-T^H:! der Klasse 2a, cin <x!er /.wci Oinukle<Kid.Ke|)eal-Tix:i dcr KIunnc 2h und 0 hi.s 1 Pen- 4S 
tanuklcoiid-Kcpcat Locus gccigncl sind. 

1-inc hesonrtcnc Ansfiihriincsffjrm dcs KilP bcinhattct mindcslcns Primcrpaarc, die 7jir AmplifikaHnn von .S I nci, 
n-.Kgpwiihil aiK cincr C nippc bcslchenrt auQ RAT 25, nAT26. n AT40. A^K.\ Mfdl 5. T>2S 1 23, D I gS69 und TPS3 Alu.. gc- 
cignct sind. Vorzugswcicc bcsitzco dicsc Primer Scqucnjcn gcmaB SliQ ID NO. 1. 2, 5, C. 15). 20, 27, 28, 3 1 , 32, 33. 34 
35.36.45 uml 46. ' 5<j 

nine .xjie/.ielle Au.*«ruhrung!irimii dcs KiLn beinhullcl fnindcHlcns 5 Prifiicrpaarc jr.ur Anuiyw: von BAT26, nAT40, APC, 
Mfdl.S. uod D2S123 nachgcwicsco. Dabci k5nAco 1 odcr tncfarcrc Primcipattxc Scqucomi cotsprochcnd den UUQ U> 
NO. 1, 2. .5, 6. 19. 20. 33, 34. 3.5, 36. . . . aurweiseo. 

7ijsai7.lich 7.U den 3 Primcrpaarcn kOnnen dicsc Ki» weicere Primeipaare j^owic molckularbiologischc Keagenzien und 
Matcrialien cniha Men, die dcr erfindung.sgemaaen Dunchflihning von MTN Analysen dienen. 5.-5 

AIs Quelle zur Ocwinnung voo gcnomiscberDNA kaon jc oacb AuTgabcnsicUung unterechiedliches biologisches Ma- 
lerial analysien werdeo. Fiir die progoobdschcDiagnosUk sowie fur die Diagnosiik cincr fmiuliiirca Priklispasiliun wird 
dcm Paiicntcn cnuxxnmcncs 'l^iinorgcwcbc vcrwcndci. Ud dcr Anwcaduog dcs crfindongsgcmaBcn \bffahrcas zur 
FrubcrkcnnuQR von 'l\jmorcn durch Nacbwcis von MIN io disseminicnco 'l\jmorzcllcQ wird die DNA aus zdhilarc Bo- 
scandicilc cnthalicnrtcn Kftrpcrfltl<;sigkciten oder Krtrperauj??xheidungcn wic zum Bcispiel Hlul, Scrum Pla.<^nia, Urin M 
Oder Sluhl isoJicrt, 

TndcrRf|jcl wirdcine Kcinlrxdlrcaklion tniieinernNA durchgefuhn. dcrtsn .Sequen/. dcrn 'gesumlcn" Wdd-lVP*^'^ 
a.ialyi>ie:«ndro Mikrosatrlliien-Locus cnUpricbi. Bc^ndcrv gerigrun isl gcaoinische DNA die aus gr^odraii, oichi lu- 
ntorigcncm Ccwcbc dcssclbco Individuums isoliert wurdc. 

Die iNiiliorung gencwmKchcr DNA hum Fonittilin-genirblein und in P^mnin eingebeiuslcrii Gewebc erfolgL Tolgcnder. 65 
riiaflcn: 

Aurcrtiguiig von 5 pu»-SehcuUeo uiil MiiiUuiu, Au&icLcu auTciuea ObjckiirS|scr 
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- Dcpanirrinicrung: 

Inkuhulicm <it:rObjckuriiijer bci 6f\°C. 1 Slundc 
"DiirchyJchco" dnrch AUcobolicihc: 2xl.S niiii iu Xvlo) 
2x1. S min ir. KiOH(&bs.) 
A 2x»5 min ir HtOlT (96%) 

2x15 min in VaOM(70%) (mehrcrc Wochcn in 7l>5f: r.iOll halLSar) 
rXberfuhrcD dcr ()bj<;kltra|;cc in Wu^scf 

AbKrat/jcj Ucs Cicv%cbc» ttu fcucLicii Zuhiu:iil luii Skulpjil, (i)a.skjj)ilUic. u. a. (Mik:uiIii»:\iis^o). ubvifjlin:!! iu 
0.5 nil UcaktioassctaB 
10 - Zugabc von 20-50 pi DiBcsiion-lluttcr: 50 luM 'i'ris-I K .1. pi 1 7,5 

5% 1 Veen 20 
1 n) VTF.DTA 

Zuijubc von 7 15 ProHrinascK (20 tu^tid) (cnisprivhl 30 5(Wt dc* vut^(^£cbcnen Voluiucns) 

- Ixiioibadcn bci SO^C im 'ilicrruoblock mil Ilcizdcckcl bt.s I^suog klar ist (Ubcr Nacht) 
15 - luakrixncruog dcr IVoicinasc K: 15 min 94"C. 



Fakiil:;il!v kanri cine uiMlcre Aulrjinifung <lcr DNA mil ilcr:i Qiiiat^cn lissue DNA Kil tier I-iniia Quis4|*cn crfol^un. 
Zttr Analyse dcs biclofitschcn MnicrinU wunk:n die IK *K Ansiitzc oacb folgcndcm Schema zusanimcnpipctticit: 





Master Mix 


mr 1 


Reaktion 






Rnd koiiz. 


Stammlosiing 




nio 


37,25 








DMSO 


2,5 


5% 


100% 




10 X Expand-HiFi -Buffer 
(BM) 


5 


1 X 


lOx 




dNTPs 


1,0 


0,2 mM 


10 mM 




Primer 1 : 


1,0 


0.3 ^ 


15 nM 




Primer 2: 


1.0 


03 nM 


15nM 




Taq-PoL Expand HiFi-Pol 
(BM) 


0,25 


1.25 U 


5U 




total 


48 








hiimifvgen: 


48^1 


Rk.-K4ix zu 


2 m1 template 


DNA 



Alicmutjy wunUsn in etner Duplex- h/.w. Multiplex sjnalyse siuch 2 (xler niehrere 1x)ci in einetn ReakliinvsanKaty. '/.usatii- 
40 men anuiysicrt, sofem UeuUich vunciDandcr unl6nx;hcidban; Fru^uieaigruBco crwarieo waren* Dazu wuxdisa 2 odcr 
ixiehrcic Phtoerpaarv tuil eiocr gleicben EndkomxnlnilioD von 0,3 pM je Hiiner eingc:jei:£L 

Die PCU-AjTiplitikalioQcn wurdcn untcr'Slandardbcdia£Uof cn mil 100 ng gcrcinigCcr gcnomischcr DNA in cincm MJ 
Ucscarch ilicmiocyclcr 0'1X.'100. MJ Research. Watcrtown, MA) mil I'olgcodcn Zyklcn durcbgcftihct: 

4S D^^C 3 tiiin (eininalige Dsnaiurierung) 
35 Zyklcn: 
9A'*<:\ min 

Annealingtemperatur S0-68®C. 1 min 
cnispiccbend Abh. 1 
5« 72*C 1 niir 
72"'C8niin. 

Aii^UiLicIScud wurdcn die PC:R-?f\Aluktw uuCciciciii dcfi«luricfuiidcii, fi,7*ifcigc(i }\ilyttcxyluiiudgcl utt 50% Haxu^tulT 
fur ctwa cine Smnrte bci 18(X) Voli und 55'C in eincr SequiGcn Siicqucnzgelkammcr (HiDRart. TTerculcs. Ca) aufgeorcRri 
A2> unrt miii>ilncmiirai(Tkidowlcef al., (1591) Atti. J. Flum. Gcncu 4S. 137-144) in cincm mcxlifij.ienen Piirhchad (ncnder 
cial.,(l994)Biolcchniques. 16.204 206) angcmrblCSchlegl ci ul., (1995) VirxrhowsArchiv, 426: 223 227). 

Polyacrybmidgclclcktjophorcsc zur AuttrcDnuog dcr )iK2i Bandcn 

*o (6,7%tjges PA-6M Tlamstcffgcl. VcrUkalapparatur scqui-GcnGT, BioRad) 

3 |i1 PCTR-Pnxiukl 

3 fd Loading buffer (lOinl Fonxuunid 
10 mg Xylcoe Cyanol 
6S 10 tug Rrcniiphunotbliiu 

2U0hIHDTA,O,SM) 

Deaaturicmag. 94**!^ 5 mia. 

15 fiiiij PA-<7elvorlauf bei 2300 V (bia 55%: vnviiM ist) 
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- Bel alien ties PA -(ids 

- 4.S-7.S fum Uuf/itsil IWX) V !SST 



Octcktion der aufgctnsnnien IX.'U-l*roduklc durch h'iihurfli-iiung 5 

Wariacauiitauscbplaiic voirt rA-<icl (/.wibchcn Wbnr.cu-JsLiu&chplaUe und (jlosplalic) iibockiiicn und T*lcxigla^ 
raxl^erahfiicii auf da:» PA-Cicl (ui; (ilu^pUuc huTlctid) lc^C4i ui:il tail Ktutuiitcru TLxlcrcfi. 

- Zuj*abc von foIgcndcD LOsungco: 

lIjO: kunspjlcn ic 
10^ liihanni: lOmin 
1% iaipctcrsaurc: 3 min 
H2O; sipLilcn 

0,012 M Silbcmilrau 20 min 

]hO: spulcn i5 
0.78 M NjiCO3/0.019% Fonualin: s;Hilen 

<».?.S M Un(:O^A).i))W' l-ornuUn: A-d min (bis Uimclcn siclr.har) 

lissi|*Kuiiic: 3 min 
H^O: 3 min 

- Fiirbcndimcn cnif;:rxica 2C 

- Wliiilmum 3MM Pupicr auf PA-Gc1 Icgcn unddamil PA-Ccl vo;i CilnsplaUc abzichcn 

- VA-<^el mil rri>chhiiJicf*>lic lic;lecken urn! 1 h iiii <icliaickncr (GclDryinjiSyMciti, ionul) lr;x:kncn (mi behtfmlelle 
Ctelc siiitl jirukli^cli uiil*cgreii/.t IiuJiImi). 



DNA aus 27 I'aticntco tnil ( rolorcctalkarziaom vairdc oa Z5 vcxschicdcnco MIS-Loci auf MIN uatcrsuchL Dm ausgc- 25 
wUhlic V^ricntcnicoHcktiv wurrtc aus cincr Gnippe von 200 Vaiicnicn vorsclckticrt, hci dcncn in eincrfrtlheren prospck- 
Liven Sludic 5 MTS \ jx\ analysieri worden waren (APC, T)9S 1 7 1 , TP 53. "D 1 3S 175, D 11 SiXM), Bei dicsen 27 Patientfn 
war in 5 Fiillcn MIN an iiiindcsiicns 2 Loci nachgcwicscn worUcn. 5 wciicrv riillc uci^icii Iiislabililiil an cinciii Locus und 
inuCien dalicr 'As *'lowM[N+*' klassidzicf l wcrxlcn. 

Li 17 l-allcn kooaic kcinc Instabiliiat oacbgcwicsco wcrdcn. Zusbulicb wurdcn cioc MlS-stabiic Zcllinic (SW480) 30 
und cine ZcUioic mil RHR+FnanotypCHCn 16). wclchc cincn Dcfckt in hMSH2 Misinatch Repair Cfco aufwcist* mit 
dent Tiimormalfirial ver^ lichen. 

Far etnft di^laiiliertere Analyse des MIN-Smnm dicker Tbmnrpn wiird^. dii» NTTS- Analyse auf in<sgesanil 25 MTJJ IxKri 
uas^cdchni. Vcrirctur allcr scchs untcrschicdlichcn RcrK^ai-l^pcn wurdcn unalysicn: 3 Mononuklvolid-Reptful I.Ax:i 
(BAT 25, BAT 26, BAT 40), 6 CA Dmuklooiid-Rcpeais* dcr Klussc 2a (APC!. D13S175, D3S1283. Mfd26. MfdlR und 3S 
NUd4I), 8 DioukJcocid-Ucpcois dcr Xiassc 2b (.MfdlS. D10S1P7. D112il318. DUS904, D18&*69. D2S123, D92;i71. 
■JTC31XJ11). iwci Loci mil 'inauklcoUd-Kcpcats (AK, 'I'BP). drci Loci mil 'IVlranukJootid-Rcpcals (IlPKli; MYCL 1. 
KB), uiul Awci 1 jiicl mil Poiii^iuklmlid-RciiciiLs (FNfR2, TP53iilu). Die ^citMocii Sc^ucii/^sii tlieacr RcjiBaU wunleii eiil- 
weder tier CtenBank Dalcnbank cnlnoniffien txlcr durc^i 'Din:kb(equen/.ierunj{ vim PCR-Pnxlukicn Uherpniri. Abb. 1 j^ibi 
ciocn t^-rblick ubcrdic anulyi^icncn Loci sowie die jcwciU zxir AuipliTikaiion verwendeien Primec; deien Sequen^cn in 40 
SBQ LD N(>s. I 5() wicdeigcgcbcD sind. Abb. 2a zcigi exeiitplamch Axnplilikatiooen unicnicbiodixcher Allele ulipr 25 
unicrsuchtcn Ccnloci. Atib. 2b 7i^igl cxcmplarisch cine Duplcxaoalysc dcr Loci ilA'r40 und 03S12H3. Iki Auttiitt cincs 
VcrliJStcs voo Allclcn durcb tuniorbcdingtco llctcrozygotiziiais-Vcrlust (loss of heterozygosity, LOU (LiMao ct aL, 
(1996), Science, 271 , 659-662) wurde das Hr|;clinis (Icrjeweiligc;:! VCR in dieater Sludie nicht iniiheriickxichdgL 

I Jcntifikation von KHR4- IVitnorcn 

Unt ahzuklSren, wclche Ttimcsrf n mil Sicherhett als Rlitt-i- klaK.^fi7ieit wenlen k6nnen iind um zii untersuchen. oh ei- 
nigc 'i^iuioccQ aU "schwacb lUiU-i-** ciagcsiutl wcrdcn mUsscn, wurdcn die vcischicdcncn 'iVitnorcn untcrctoandcr vci;bU- 
cbi:n. Nach <U;ni Slund der Te^rhnik «Aiy(ierl d«r/4:ii ketne tsinfacl-.e KledicMks nuch dt::n *cnlwed«:r odcr" Priir/.ip yxxr cin- St: 
(Iculigvn KlumifiAicrung ciuc^ luniiirM RF.R-» 0(L*r KFR— . Diu vorHcliikiienc Kollckliv von 27 0>loTVcLuUuniorp»- 
ticDtco. von dcocn urspriinglich 17 als IU£R , 5 als IUIR4- uod 5 aLs '*Iowh41N+* diagaosdzicit wurdcn, crgab nacb Ana- 
Ivsa; wcilcicr Loci ciu %%\;scnllic)i diircrcnzicrtcb Bild bczCigUcti Oct V\:rb:iluug voii MIN. 

Wic in den Abb. 3 und 4a dargasicllt, konnien 3 Tlimorcn mil ciner MTN-Rate von nachr als 50% ( )4MrN/24 IxKi, Nr. 
1 . 8 und 16), cin Tlimor mil 42% (10MTN/24T joci. Nr. 5), ein TUmor mit 38% (9MlN/241xKi. Nr. 2) und ein Tumor mil ss 
29% (7MIN/24Loci, Nr. 13) oachgewiesen wexxlcn. Dainil bcsiucn ail diesc Tuioocvn als gcueinsaines Kiiteriuut cine 
iDsiabiliiiitsfrequeoz von iiber 25% da analysierien Loci. Dcshalb wurdco diese insgesamt 6/11 Tbinoreo als eimfeulig 
111111+ klassifizicrt. 

Dariibcr hinaus wurdcn 8 zusatzlicbc lliniorcn tdcadtizicn, die 1 bis 2 MIN-Hrdgoissc aufwicscn (a=8, MXN-Pro- 
qucnz < 8%) unrt dahcr al.^ •'I0WMTN+'' kla.^.^tf\7iert wurden. Tm Vfeigleich ra rter frUhcrcn Studie, hei dcr nur 5 anstatt 60 
25 MIS T joci analyiucn wurden, konnlen durch die neue Studie nur 1 3 anstatt votber 17 Failc b\s RKR- klawifi?:iert wcr- 
dcn. nicNCs F.(){chni.s. er/.ieU ciurch cine ALN^'cilung dcr AnalyKc auf 7S MT.S-TjCKn. unlerNcbeidelsich dartiil grundlegend 
voo rruheTCD SuiJien nsK'b dein Siand dexTecfamk und verdeutlictil das Problem rioer uo^uvexUissigcn RER-KJassinkti- 
tlon, wcon fiir cine solchc Klassifikation cioc Idcinc Anzabl an MIS Loci zumilig ausgcwsihll wifd. lo dtetcm Zusam- 
tfienhang isl uJIerdings von hesondisnsr BtMksulung, dvO k«in Tumor mil eincr niiatemn InKtabililiil an 3 biii 6 Txici «m- 66 
.•ipruchcnd cincrii Pro/xnU(tUy. von 10-25% nuchgcwtciicn wcnlon knnnU:, ao dafi bui cincr MIN Rule von uhur 25% cinu 
KUR.-*- Klassifikadoa cindcuiig vocgcixmuDGn wcrdco kaan. 
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UnicTNL-hiuUiche \f(TS T^cxri /cigisn unierNchieillichi; MlN-HUufigkeiten 

Xnsgcsaiut ware a in 14 dsr 27 iintcrstichtca Tnniorci MikrouiicUiicn von Instabilitai bctxottca. Wic crwartct. trat MiN 
dabci ia cinigcn 'i\imorcn vcrncbrt aut'; zusSt^lieb warden jcdoch auch cinzcliic Hrcigoissc an MIN in wctterca 'iVunorcn 
nachgcwiesen. Urn zu enniucln, oh NTTN- HSufigkcit vom Rcpeat-T^pus abhangi, wurrien die MTN-Frequen7«n fUrjeden 
Kcj-kcat/ryp ftcparUcrmiQclt und mil dcrdurchschnitJ lichen KflN-l-xqucnz ;lcr Oescmtheit dcr gcicsictcn Mikroxaiclli- 
lc«i vcr)$Uchcn: Die durchs^chnililichc MIN-Rttlc be^ogcn ttuf ullc pix> Paticni unU;r^u(;blcn Loci ^Uu£ 11.4% (78 MINa/ 
251^1-3,1 NCTN/l>A^^u5; duicL^wljiialichc MIKRalc^ 3»l/27 Paicsiicti 11.4%). D:c dcxcbMHLiiiaidieu Vr^miasii iii- 
ncrhalb dcr cinzclucn Repeat- ly pen warco dagcgcn untcn«:hicdlich: s^lmUichc Nlononuklcot id-Repeats warcr. Ubcr- 

10 durchschniiUicb oil vcrandcrt (.5.0 MlNs/27 Paiicotco = 18,.'5%= + 7,1%); alle andcren Kcpcat 'lypcn warcn scltcncr als 
die Monnnuklcolid Repeat; bctrotfen. ^wohl die MTN Karen von komplcxen Dinutteoiirt-T/x:i als auch von nichr kom- 
plcxcn Dinulcleoiirt TjOci unierschieden sich nicht sign ifikant von dem HJr die Cjcsamtheii alicrljoci bcsiimmten Mitusl- 
uert (0,3 bzw. 0,9%). Ahnlichcs gill Tiir die Telranukleolid-RcpcuU (+1,4%). die allfrdings bc^gea aid* den jcweils ein- 
2cli3cn Locus cine slarlce I Ictcfogenitat aufweisco (-11 .4% bis + 14.5%). Ufbohic MIN I'rcqucnz wurdc lur bcklc IVinu- 

15 klccLid KcpcaLs crnaiiiclt (+3,4%). HcnlanukJcotid Repeats zciglco dapcgcn unicrdurchsch-iiciUchc MIN I'lcqucozcn 
(-4.09?). Ancir:cni Ktx;uN dicNesTyps (|-'NTR2) wunlc Ubcrhaupl kcinc KfTN riK::igcwie>ien, Darau.s fi>lgl. d;iC die Besting 
riiur^' <lc-r l-fx'ijucfi/, v<hi MIN-Iiii:;jMii.Nss:n draniaiisch vijti <U;r Aiisw;ilil ilcr ar.alysicrleii Ixxi ahhan|;ig isl. 

Hcstiramtc MLS Loci stnd hSufigcr ^pcTii^cb in KHK-t 'I'umorca vcrandcrl 

30 

Dcshf.lb ist tiir die AniJysc dc.<s MIN Status von licdeutung, ob cs bcstiountc Ix>ci gibt, die spcxifisch und ivgcltniiBig 
ill UnR+ TufiKMxr. von MTN belrxirTcn .Mnd. Rin cinficii Itches Tlrgchnis wurdc dicshe/.uglich nur t>ci MTS mil. Mominu- 
klciiiul Rc|«c;iiN er/.idl (HAT 25, BAT 26, BAT 40). Jolci diescr Iajci whi in dcii ^Icidicii 5 KKR-^ Tuiihmcii veiiiiKlert 
(Nrs. 1. 2, 8, 13. 16). abcrkclocr u ies MLN inKEK- 'l\jmorcn ock:r **lowMir'' 'I'umoixa auf. Im <iegensatzda£\j warcn bis 

25 auf Mfdl.*) alle aodcrcn getcstctcn Loci cniwcdcr wcnigcr ott in den KliK+ 'lUnoorcn muiicit odcr zusiitzlich in 
"lowMTN" Tumoren vertnricrt. Ucispiclswcisc konnte fiir rtcn APC IjOCUS nicht nur in alien RnR+ Ttimopen, sondcm 
a jch in Tumor Nr. 20 MTS nachgewicscn wcrdcn, Fiinf Loci zeig'xn MINs in 4/6 RTiR+TXimoren, aher njr D2S123 war 
in Nichl-R£R+ Tuiuorcn un\-critridcrL. [in (legcnsal/. du/.u zcigie Li>;:us MYCXL dcr cbciifidbi ia 4/6 R£R+ Tuiuonsn 
veranderl war. zusatzlich Instabiliiaien io 3 *lowMIN** Tuinonm. so daC bcispielsweiiie die»;r Locus ads Marker unK(sei>$- 

30 net isL 

Dahcr erf brdeil cine Beschrankung auf .S Marker zur Analyse von MikrosaicUiicoinstabiliia: eine gcziclte Auswabl dcr 
\xiC} no rtaB dcnnoch gewiihrlcistet isc. rtaB die 7^1 dcr nicht cindcuiig zu klassifizierenden lowMTN+ Pallc minin»iert 
wird und alle RHR-*. TVJIger mil einem h^ch«r mAgtiehen MaB an Wahr^cheinlichkeit id^'ntifixieri u'PTrlen Ic^nnen. 

35 KuTdc De:x;hrtfibuDg dcr Abbildungen 

Abb. 1 zdgt cine IVibdlc nut dco wicbdgsten Kcnnzcichcn dcr analysicrtcn M£S Loci (Locussymbol Markcmamc. 
cliruiiiUMitiialc laikMUHMlitMi, Re|tt:ait-iy(i) sKiwic«lcii TVirvfiiclerii Tiir die jewBiligc PCR*Aiii£ilirikiiLM>ii (PCR-Tiii: Hyl>r»- 
di Mierun gsLen iperuuir). 

40 Abb. 2a zcigi die gclelckuvphurrUsche Analyse von 25 unicr^uchtcn MdLiu:»aielliien Loci. Die vctschicdenen Allele 
der erfindungsgctnUfi zu analysien^nden Loci BArZ6, BAT4(), APC. MfDlS. D2S123 und TP53Alu Lassco sicb deutiicb 
voncinandcr untcrf cbddca Abb* 2b zclgt cxcmplarisch cine Duplcxanalysc dcr Loci BAJ*4C uod D3S 1283 in cincm Kc- 
aktionsaosatz. 

Abb. 3 siclll <la.s nT^chnis dcr dijn;hgerulirli:n Siudie iu cincr (jbcrsichl dar. 27 Palicnlcn n.il CokKvciallurnorcn wur- 
4S deii auf MIN an 25 vcrschiwicncn A Helen un'.crNUchL Das F.Ti»chriis y-eigU «laO (i) unlcrschicdlichc MTS in linterschiciili- 
chcf Haufigkcit voo polymorphco Vcr^odcningcn bctrotTcn siod und (ii) in untcrschiedlichcn Paticntcn vcrschicdcoc 
K)as.<c:n vcv\ Mikmsnfcllitcn mil tmtcr«:hicdlicbcr Haufigkcit von gennmiicchcr InKtnhilifat hctjottcn sird. 

.^bb. 4 klaficifizien dicTbmnn-n aits df m untersuchten Patientenkollekiiv von 27 I^neonen nach dcr An/ahl derermit- 
tclicn MIN lifcignissc. 

S» Abb. 4a rcpryHrnlien <lie AuK\^-ertung Mller 25 MTS. T>ic Vt-riiiilung /asigl, duB eirw Gruppe von 6 Patienlifn enixlierl, 
bci dcncn MTN haufigcr hU 7 iiml tiuflrili. ?m> cUiB dic!tcr KIuamc eindculig dcr PhancAyp RHR+ /Aigoordnet wcrdcn kann. 
Dan3bcr hioaus cxistxcrt cine ( iruppc von 8 Palicntco. bci dcocn I odcr 2 MIN oacbgcwicsco wurdcn uod die damit als 
•*lowMIN+" yjj kla2k5iQzieivu sixid. 

Abb. 4h repra-scniiert die erfinctungsgeniaSe Analyse voo 5 ausgewahli^n MTS wie in BeUpiel I bcschricben. Diese 
Si AnaJy.se fUhn ebenfaJIs 7ja cincr Vcrtcilung. aufgrund rlcrcr cine cindeut igc T^tscheidung Uber rtcn RTtR+ Ph^notyps ge- 
uorreo wcrdcn kann. Nur 2 PaUenlcn (Nr. 7. Tl*53 Alu Locus und Nr. 20, ATC Locus) miisscQ nach dicKczu VcrfahrtJD als 
lowMIN-l- klassi(iziert wcrdcn. 

Abb. 4c rcprascnticxt die Analyse ciocr aodcrcn criioduogsgcniaHcQ Auswahl von S MIS gcmaB Bcispicl 2. die mil ci- 
ncr Ausoabmc (APC, Padcni 20) cbcnfalls cine cirxfcudge Klassifikalion dcs RHR PhSootyps cnndfiUchL 
«f> Abb. 5 Teigt GchurLvlalum Alter und klinische Daten 7.um untersuchten Patientenkollektiy, Stand August 1994. (T, N. 
. M: T^morkla.ssifikaiion. G: Grade. LOK: 'Hjmorlokali^tion, re: Colon nschw. Ii: Colon links. R: Rccrum). 
T^c folgcndcn BeiKpielt&erliiuLem die Hrfirdung weiter 

Bcispicl 1: Auswahl voo 2 Mooonuklcodd-Rcpcat Loci. 1 Dinuklcotid- Repeat-Locus dcr KlasscSa, 1 Dinuklcotid Locus 
65 derKlnsse 2h und 1 Penlunukleudd-Ri^ieaiL T^ocuii 

WIc die Ntudic zcigtc, cxgabco sich bci dcr ^^rwcflduqg von Mononuklcotxd Repeat Loci air Bcstimmung K12K-f Phft- 
iiuty{» kciuc Hilsch-puKiiivcu Kcsukale, da0 ciDc Au^y^ dicker Lama besooders geei^ael eisicliicii. AuJcrm«it» 
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knnnicn nichl alle KKR't>TufiiurtMi durvh tlie Analyse von Mononukleolid Repeal IxxH niich|;cwieM9i wcnli^n. So wur 
hcispiclswdsc Tutiicir Nr. 5 eimleulig RHR-f. wies atter kcine Tnxiaibililil hts/uitflich der IakH BAT2S, BAT2A unci BAT40 
n-jf, obwohl MIN an 9 Ijod njt andcrcn Repeat 'lypcn nachgcu-icscn u'crdcn konntcn. lis cq*Ab sich dahcr dicNotwcn- 
dijtkctt. flir cine mSgUchst cxaktc Hcstimmung dcs KHK I'hh'ootyps bci cincr bcgrcRzicr. Aozahl von 5 analysicrtco Loci 
cine Konihination auK verschicrxncn Repeat TVpcn aus/.uwahlcn. Dadurch wird gewShrlcisLct, dafl lR>t7. der geringen s 
7.ahl cn onalyMcrtcn \nc\ cincrsciL^ altc RHR* TVagcr mil cincm hochsi mftglichcn MnO on Wahrschctnlichkcit idcntlfi- 
^cri wcrOcn kixuico und uadcrjxscits die I^bl Oct oichl ciudcutig kl^i^sifi/.icrrDUcn ^ow^fIN<^ Pallc sowcil wic luOg- 
licb luiuuiiicti wild. 

AufgruriiJ dur durch die Siudic mil 27 Jbinorcn crmir.c'.ico IiauligLciicn ^-urdco jur licsUmmung dcs ?b£inotyp5 fol- 
tjcndc Kritcricn Icstgclcgi: bci fuindcstcns 2 MJS-posiiivcn Loci solltc von ciocxn RliR+ Phanocyp ausgcgangco wcrdco, IC 
hei Iceinem positjven Nachweis von MIS solUc von einem RTTR- PhJnotyp ausgcgangcn werdcn. Der Nachweis von ge- 
nau einem MTN Tireignis wurdc aJx "low MrNV defintert. (iMterva erfordert tm Zweifelsfalle dte Analyse weilcr«r NfTS 
Loci.) 

J)ic Auswcrtung der 27 'IXinxxcn bczOglich der cHindungsgcmaB susgewabUca Loci BAJ' 26, B/^' 40, AIXJ, Mrdl5» 
'i*1^3Alu fiach dicscin Vcrfalircn futuic zu dcm in Abb. 4b dar^cstclllen lirKcbnis. 1 *ur aUc 6 'Ibmorco dicdurch die Ana- iS 
iysc von 25 \a^i als RliK-f kluKsifiy.ierL worden wurvn, wunle eiiie llaiungkeil von niiruleslens drvi MIN T^reignisscn Ik:- 
Kliiiifiit. StMiiil wiirtksn die^«e Tunioren siuch durch die Aruityxe <k:r .S ausgcwishilcn l/ici nln RFR+ klasKifi/Jen. Nur ywci 
Tuinorca (Nr 7. Nr. 20) warden nacli diescm Vcrfalucn als 'lowMIN^" klassifizicft iind sind somit nichr eindeuiig zu in- 
icrprcticrcn. 

3C 

Bcispie! 2: Auswahl von Z Mononuklcoud-Ucpcot Ix>ci. 1 Dinuklcoiid-Rcpcat-Locus der XIassc 2i) uod 2 Diouklcotid 

}jict tier KIdN.NC 2b 

l^c Auswcaung dci 27 IXjnjorcn crlol^jtc rach dcm glcichcn Vjrtuhrcn \fcic in bcispicl 1, jcdoch nut cincr moditizicr- 
icn. cbcntuJls crtindungsgcinalicri MIN- Auswahl (BAl^O, liAi" 40, AFC :. Mldl.^ und D18S09). Das liigcbois ist io Abb. 25 
4c rtargc^tellL SJimiliche Tlimoren miiRTvR+Phanoiyp wanen in nindestens drei der ausgewahllcn Ix>ci veranrtert. J>omii 
konnien auch durch diese Auswahl an lioci alle 6 bckannlen RHR-f 1"Umoren eindeutig als RTTR4- identifiziert wcrden. 
Nur cin Tunior wurdcn in dicsciu FaUc uls "lowMIN+ uod daruil als nichl cindculig inicrp^Ttlicrbar tda^nfizicrt. 

Bcispicl 3: Bcstimmuag dcs K1£R Pliiinotyps als prognosiischcr indicator 30 

Turn Nachwcis der Kignung cincr erfindungsgcmSBcn Auswahl von 5 Tx)ci 7.ur Bestinimung des RHR Ph&nocyps wur- 
drn die in Abb. 5 tahellarisch enihaltcncn klinischcn Oaten mit den Rrgehntssen drr XfIN Analyse ausBetspiel 1 veigli- 
chcD. Wic in dicvcin BtHspIcI orfeabuit, ritlirtc die AwAysc der geiesielen Loci zuin Nachwcis von R£R4> bci 6 von in^ 
gcsuitu 27 uolen»LicbU;n Tuuicrputienten. Nur 2 voo 6 (33%) dieser RBR*** IHilienlen wureo kuiii AbscbluG der Sludae ver- 3S 
siorbcD. Bcidc wiirca zu dicsem Zcitpurkt iibcr SO Jnhrc alt. ini Gcgcnsau dazu warco bcrctts 8 voo 19 (42%) der in Dei- 
spiel 1 aU RiiR- Idassifiricnco raticotcn vcrstorbco. Ibr Alicrsdurchschnitt h2Uc zum Zcitpunkt der SUidic 64 Jahic bc- 
Iragcii. Diifiiii)( isl cf .sidiUicli, d^Q eiiic crniuJujigK^viiiiiGe Aiialyxc von 5 Mikruxatelliusit Tajui cnic imigiiosctiMHie Aum- 
.sage tlberckn VeHauf der Turiiortark rank ung emiAglichi. 
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to 



(1) ALLGEMEIKE ANGABBN: 

ii) AiaMELDZR: 

(A) NAME: Bcchringec Mannheim <3iubll 

(3) STRASSE: san<ihoterstr . 116 

(C> OHT: Mannheim 

(E> LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 6B305 

(G) TELEFON: 0621759145C 

(H) TELEFAX: 06217594457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDONG: Verfahren zum Nachweis von 
Mikrosatelliten-Insr.abili taet znr Tumordiagnoscik 

(iii) AWZAHL DER 5E0UEMZEN: 50 

(ivj COMPUTER- LESBARE FASSJNG: 

(A) DATENTR.»;GER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IDM PC* compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: FC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1,30 (EPA) 

(2) ANCABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

30 li) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C> STRANGFORM: Einzelstrang 
(D> TOPOLOGIE: Linear 



25 



35 



40 



(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(xi) SEQUEN^BESCHREIBU^^G: SEQ ID NO: 1: 
AAACAGGATG CCTGCCTTTA 20 



(2) ANGABEN ZIJ SF.Q TO NO: 2: 

4^ 

<i) SEQOENZKBNNZETCHEN: 

(A) LAngE: 20 liasenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<ii} ART DES MCLEKOLS : Gcnom-DNA 
•^^ {xi] SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

GGACTTTCCA CCTATGGGAC 20 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i ) SEQUENZKENNZEZCHEN : 

(A) LANGE: 22 Basenpaare 
*5 (B) ART: Nucleotid 
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(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(0) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLSKOLS: Cenoir.-DNA 

(xi) SEQUENZBESCKREIBUNG; SEQ ID NO: 3: 

GGCAGTACCA CCTG7AGAAA TO 



{2} ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUKNZKENNZEICHEN: 

<A) LANGE: 24 Bd^enpaare 

(B) art: Nucieotid 

(C) STRANGFORM: Eirr.eist rang 

(D) TOPOLOGIF: linear 

(ii) ART DSC MOLEKULS: Genozn-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
GAGTAACAGA GGCATCGTGT ATTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

( 1 ) SEQUEN2KENN2E r CHEN : 

(A) lAngC: 21 Basenpn.j.ve 

(B) ART: Nucieocid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA ' 

(xi) seqoenzbeschreibung: seq id no: 5: 
act<::actcta gtgataaatc g 



(2) ANGABEH ZV SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQOENZKENNXEICHEN: 

(AJ LAngE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucieotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
<xi) SEQUEN2DESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
AGCAGATAAG ACAGTATTAC TAGTT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQDENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucieotid 
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<C) STRANGFORM: Einzelstrang 
<D) TOPOLOGTK: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Gurjoui-ONA 

(Xi) SEOUENSBESCHREIBUKG: SEO ID NO: 7: 

AGCTAAGTGA ACCTCArCTC TCTCT 25 

(2) AKGA3EN ZO SEQ ID NO: 8: 

»5 (i) SEQUENZKENNZEICKEH: 

<A) LAUGS: 24 Basen^jadte 

{B) AUT: Nuclectid 

(C) STRANGFORM: BinzelnLrang 
20 <D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Geiioni-DNA 

(xi) SEQUENZBESCKREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

ACCCTAGCAC TGATGGTATA GTCT 2< 



2S 



yj {2) AKGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

( i ) SEQUGNZKENNZC ICHEN : 

(A) LAKGE: 21 Dasenpaare 
(D) ART: NucLeotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



3S 



40 



(ii> ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi> SEQUENZBBSCHREIBONG: SZQ ID NO: 9: 
AACACTAGTG ACATTATTTT C 21 

45 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

( i ) SEQUENZK2NNZEXCIIEN : 
VI (A) lANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotici 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID KO: 10: 
6() AGCTAGGCCT GAAGGCTTCT 20 

(2) AKGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 
" U) SEQUENZKENN2EICHEN: 

(A) lANGE; 20 Basenpaare 

(B) ART: Kucleotid 
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(C) STRANGFORK: Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: lineAr 

(ii) ART DES KOLEKOLS : 3enom-DWA 

(xil SEQUENZB2SCHREIB0N3: SEQ ID NO: 11: 

ACCACTGCAC TTCAGGTGAC 



(2) ANGABBN ZJ SEQ ID KO: 12: 

(i) SEQUENZKEUNZCICIIEN: 

(A) LADGE: 22 Daaeripaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART JES MOI..EKUI.S: Gcr.om-DNA 
(xi) SEQUSNZBESCHREIBUN6: SEQ ID NO: 12: 
GTGATACTGT CCTCAGGTCT CC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZFTCKEN: 

(A) rAHGF.: 20 Bascnpaarc 

(B) ART: NucLeorid 

(C) STKANGyuKM: El nzei Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genon-DNA 
(xi) SEQDENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
ATGACAAGCA ATCCTTGAGC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SBQUENZKEKNZEICHEN: 

(A) L^iMGE: 25 Bascnpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIDUMG: SEQ ID NO: 14: 
CTGTGTTATA TCCCTAAAGT GGTGA 



(2) AHGABEK SEQ ID NO: IS: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LAnGE: 16 Bdsenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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(C) STRANGFORM: Einzelstranq 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES KOLEKCLS : Genoiti-DNA 
<xl) SEQUSNZBESCHRr.TBUNG: SEQ ID NC: 15: 
CCCGTATGGC AACACG 



{?.) ANGABEN ZU SEQ ID NC: 16: 

(i) SEQUENZKEUNZEICHEM: 

<A} IM4GE: 17 Dasenpaare 

(B) ART: Nuclcotid 

(C) STRAN'GFOKN: EinseLstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES I-SOLEK'JLG: 3enon\-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 
TGTGCATGTC ATGAG7G 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NC: 17: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LXNGE: 22 Dasenpaare 

(B) ART: Nuclcotid 

(C) STRANGFORM: Einzolstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIDUNG: SEQ ID NO: 17: 
TATTGGATAC TTGAATCTGC TG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: IB: 

(i) SEOUSNZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 21 Basonpaare 
(0) ART: Nucleocid 

(C) STRANGFORM: Elnzeistrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUBNZBCSCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 
TGCATCACCT CACATAGGTT A 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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(C) STRANGroW!: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLEKCLS : Genoir.-DNA 
(Ki) SEQUSN2BESCHREIBUNG: 3EQ ID NO: 19: 
GGAAGAATCA AATACACAAT 



(2) ANGABEN ZU SEO ID NO: 20: 

( i ) SEQUEN2KSKN2EICHEN : 

^ (A) LhKCE: 2 4 Basenpaare 
{B) AKT: Hucleotid 
(C) STRANGFOBM; Eirizelstrang 
{D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Gcnom-DNA 

(Xi) ^EQUEKZOZSCHREIBUN'G: SEQ ID NO: 20: 

GC7GGCCATA 7ATATATTTA AACC 



(2) AKGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

< i ) SEQUSNZKENNZE rCllEN : 

(A) LANCE: 20 Bascr.paare 
CB) AKT: Nucleotid 

(C) STKANCiroHf:: Elnzcistxang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Genom-DNA 

<xi) SEQUSNZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 21: 

CACGTTCTGT CATAGGACTA 
20 



(2) ANGABSN ZU SEQ ID NO: 22: 

( i ) SEQUENZKENNZ E I CKEN : 

(A) lAngE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRAKGFORM: Einzelstrang 
iO) TOHOi.OGiE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQOENZBESCHREIDUNG: SEQ ID NO; 22: 

TICTGGAAAC CTACTCCTGA 



(2} ANGABEN ZU SEQ 10 NO.* 23: 

(1) SEQUENZKENNZEXCHbM: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 
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(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANC-rOKM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGISt linear 

(ii) ART OES MOLEKULS: •3enon-DNA 
(xi) SEQUSNZBtSCHRSIBUUG: SEQ ID NO: 23: 
CAGAAAATTC TCTCTGGCTA 20 

(2) ANGABEIN ZU SEQ ID MO: 24: 

(i 3 SEQUSNZKENKEEICHEM : 

(A) LAtJGE: 20 Bassnpaare 

(B) ART: Nucleotid 

20 (C) STRANGFOSIM; Einzelstrang 

(D) TOPOLOCrS: linear 

(li) ART OES MOLEK0L5: Ger.oni-DNA 

2^ (Xil SEOUENZBESCIIRErnUNG: SBO 3D NO: 24: 

CTCATGTTCC TGGCAAGAAT 20 

3a 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

(i ) SEQUENZKENN2EICHEN : 

(A) LANGE: 16 &asenpaar^ 
" (B) ART: Nucleotia 

(CI STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOTX^GIK: } i near 

40 (ii) ART DES MOLEKOsLS : Gcnom-DKA 

(xi) SEQUENZBESCHREIDUNS: SEQ ID NO: 25: 

GCTCCCGGCT GGTTTT 16 

45 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26: 

M (i) SEQDENZKENNZEICHEN: 

<A) LANGE: 20 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 
<C) STRANGFORM: Einzelstrang 
<D) TQl>OLOGIE: linear 



55 



60 



6S 



(ii) ART DES MOLEKOLS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCllREIBONG: SEQ ID NO: 26: 
GCAGGAAATC GCAGGAACTTT 20 

<2) ANCSABBN ZU SEQ ID NO: 27: 

(i) SEQUbJNZKENNZKICHEN: 

{h) LANGE: 20 Basenpaare 
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(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Kinzeistrang 

(D) TOPOLOGIE: linnnr 

(ii) ART DBS MOLEKULS: Genon-CNA 
(xi) SEQU2NZBESCHREIBUHG: SEQ ID NO: 27: 
CTCTTTCTCT GACTCTGACC 



(2) ANGABEK ZU SEQ ID NO: 28: 

( i) SEQUSNZKENKZEICIiEEJ: 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Kucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-*CNA 
(xi) GEQUSKZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 28: 
GACTTTCTAA GTTCT7GCCA G 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 29: 

(i) SEQUEMZKENNZEICHEN: 

(A) lAuGE: 26 Basenpaare 

<B) AR7: Nucleotid 

<C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(iij ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xil SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 29: 

AGCGCACCAC CTCCCGGCCC CAGTTT 



(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 30: 

(i) SEQUEK2KENNZEICKEN: 

(A) LANCE: 27 Basenpaare 
{B> ART: Nucleotid 
(C> STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLCKO$LS: Genom-DNA 

(Xi) SEQUEN2BSSCHREIDUNG: SEQ ID NO: 3C : 

GCT^CTGCTG CCTGGGGCTA GTCTCTT 



<2) ANGABEN 20 SEQ ID' NO; 31: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 
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(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGEX3RI^: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DrIS MOLiKUJ.S : Genom-DNA 
(xi) SKQUENZaESCKREIBUNG: SEQ ID NO: 31: 
TCGCCTCCAA GAATGTAAGT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 32: 

( i ) S EQUEN Z KEN N 2 E I C 3 1 SN : 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotic 

(C) STRANGFORM: Einzelstran? 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUsLS: Gencm-DNA 
(xi) SEQUENZBESCKREIBUNG: SEO ID NO: 32: 
TCTGCATTTT AACTATGGCT C 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 33: 

{ i ) SEQUENZKENMZEXCHEN : 

(A) lANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(O) TOPOLOGIE: linear 

(il) ART DCS MOLEKOLS: Genom-DNA 

(Xi) SEQUCNZBESCHREIBUNG: SEQ ID KO: 33: 

TGACTACTTT TGACTTCAGC C ^ 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 34: 

(i) SEOUEKZKENN7EICHEN: 

(A) lAkiGE: 22 Basenpaaro 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANGFORM : Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBSSCKREIBUHG: SEQ ID NO: 34: 

AACCATTCAA CATTTTTAAC CC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 35: 

(i ) SEQUBNZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 
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(B> ART: Nucleotid 

(C) STRANGTCRM: Ei n zelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES KOI.KKOLS: Genorr.-DNA 
<xi) SEOUEMr.BESCKREIBUNG: 3EQ ID NO: 35: 
A7TAACTTCC TACACCACAA C 

{?,) ANGABEN ZV StO ID NO: 36: 

( ■-) SEQUEMZKENNXEICHSN: 

(A) T.AngE: is Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<ii) ART DES MOLEKULS: C-cnom-DMA 
<xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEO ID NO: 36: 
GTACAGCAAG ACCACCTTC 



(2} ANGABEN ZU SEQ ID NO: 37: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 29 Ddsenpaare 

(B) ART: Nucleotild 

(C) STRANGFORM: Einzeistrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<iij ART DES MOLEK'JLS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 37: 
CGGTTATCCC AGTTCGGCCT CTCTGGGA7 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3B: 

a ) SEQUENZKENNZEICHEW: 

(A) L/i""NGF.: ?R B^senpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANGFORM; Einzelstrang 
(o: TOPOLOGik:: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: r,ftnom-DNA 

(xi) SCQUENZBESCKREIBUNG: SBQ ID NO: 38: 

TCCACCTCCC GCTCAGTCAG ACTGC(jCT 



(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 39: 
( i ) SEQUENZKCNNZEICHEN : 

(A) LANGE: 32 Basenpaare 
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(B) ART; Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DZS MOLEKUl.S : Genori -CNA 
(xi) SE0CH:NZHt;i5CHRt;iBUNG: SEQ ID WO: 39: 
^ CCAGCTATAA TGACTAGAAT GAAGTCCTAC TG 32 



(2) AMGAB£N ZU SEQ ID NO: 40: 

IS 

( i ) SSCUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE: 36 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

2„ (C) STRAMGFORT-I: Einzelstrang 

(D) TOFOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEHULS: Genom-DNA 

25 



30 



3S 



40 



4^ 
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(Xi) SEQUEN2BESCHRSIBUNG: SEQ ID NO: 40: 
TTGAATTAAA GACTTCTTTA AACACAATlAT TTAGAC 



(2) ANGABBN ZU SEQ ID NO: 41: 

(i) SEQUEN2KENN2EICKEN: 

(A) LXNGE: 19 Dasenpaore 

(B) ART: Nucleccid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DEE MOLEKOalC: Genojn-DMA 
(Xi) SEQDEHZBESCKREIBUNG: SEQ ID NO: 41: 
TGGCGAGACT CCATCAAAG 



(2) ANGABBN ZU SEQ ID NO: 42: 

(i> SEOOENZKENNZEICHEN; 

(A) LANGE: 22 Dasenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
(D> TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DSS MOLEKOLS: Geriom-DNA 

(xi) SEQUENZ&ESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 42: 

CTTTTTAAGC TGCAACAATT TC 



(2) ANGABCN ZU SEQ ID NO: 43: 

( i ) S EOUENZKENNZ E I CHEN : 

(A) I^ANGB: 19 Basenpaare 
(8) ART: Nucleotid 
<C) STRANGFORM; Einzelstrang 
(D) TOPOI-OGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(xl) SEQUENZSESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 43: 

CTCCTCCCTA CTTACTTGT 



<2) ANGABEN 20 SEQ ID NO: 44: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) AKT OES MOLEKULS: GenOZB-DNA 
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15 



(Xi) SEQDENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 44: 
AATTAACAAG GTGTGGTGG 19 

<2) AMGABEN ZU SEQ ID NO: 45: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEM: 

(A) LAMCE: 20 BGcenpoare 

(B) ART: Nuclsjotid 

(C) STRANGFORM: Einzc? 1 Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DEC MOLEKULS : Genon-DNA 
(>ci) 5EQ0ENZBE3CHREIBUNG: SEQ ID NO: 45: 
GCACTTTCCT CAACTCTACA 20 



(2) ANGAUEK ZU SEQ ID NO: 46: 

(i) SEQUEN2KENN7.EXCKEN: 

(AJ TiAMGP.: 20 Basenpaare 
(B3 ART: Nucleotid 

(C) STRANGFOR.^: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Cononi-DNA 
(Ki) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 46: 
AACAGCTCCT TTAATGGCAG 20 



<2) ANG/iBEN ZU SEQ ID NO: 47: 

(i) SEQDENZKENNZEICHEN: 

(A) T.ANGF.: 7a Ra^^^npaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

«> (ii) ART DES MOLEKULS: Genon-DKA 

(xi) SEQ0EN2BESCHREIDUNG: SEQ ID NO: 47: 
AGGGATACTA TTCAGCCCGA GGTG 24 

55 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 48: 

^) <1) SEQGENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 22 Basenpaare 

(B) ART: Nuclcotid 

to STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE; linear 

«5 

(ii) AKT UES MOLKKULS: Genom-DNA 
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<xi) SEQUEKZBSSCHREIBONG: SEQ ID NO: 48: 
ACTGCCACTC CTTGCCCCAT TC 22 



(2 5 ANGABEN ZO SEQ ID NO: 49: 

(i) SEQUENZKSNNZEICHEN: 

<A) LAUGE: 21 Basenpaare 
{B) ART: Nucleotid 
<C) STRANGrORM: s:inzelstrang 
<0) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DE3 M0LEKUL3 : Genom-DNA 

(xij GEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 49: 

CCCACAGCCT ATTCAGAACA C 21 



(2) ANGABEN ZU SEO ID NO: 50: 

< i ) SEQUEN2KENNZEICHEH : 

(A) LANGE: 23 Bassnpaare 

(B) ART: NucleoCitl 

<C) STRANGFORM: Einzeistrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MCLEKULS : Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIDUNG: SEQ ID NO: 50: 

GTTGACTGCT GAACGHCTGC 20 



PateDUospniche 

L Vcrtahrcn zur Analyse von MikrosatcUitcn-Loci. bcstchcnd aus folgcadcn Schrittcn: 

a) TK(>licrun){ yon xenonii>(cher DNA hus hurriancTii hic>l<i|;iKchciii Malcnal; 

b) DNA-Aiiiplifikalkwi von 5 vcrschitxlencn Micmsalel)iti:n>Txx:i cicr "DNA mil Hilfe von jewciU fiinr ver- 
scbicdcncn Prinncrpaarco. wobd cs sicb bci dco zu atnpUfizicrcndcn Loci urn zwci Monoouklcotici-Kcpcat 
frci.cinodcr rwc\ OinuWIcotid-KcpcaNlrici rtcr K1a.<;Kc 2a,cin Oder zwci Uinuklcaotid-Ttcpcat-lnci dear K1ax»: 
2h Lind gegebcnenfalls ein Pc n I. in uk lent id -Repeal Tjocus handett; 

c) Gr6Ucnbcsdniinun£ dcr A/npUfikatioosproduktc. 

2. Vcrfaliajn i^ernyR An»pmL-h 1, ilaciunih gekenn/.eichnet, <LiQ <li« 5 Mika»sa;elliU5n-Txx;i uuNgcwUhlt wcnlcn aux 
cincr Gruppis von Txx;i bcjilchcn<i uuh: BAT 25, BAT26, UAT40, A1*C, Mfl^lS, T>2S123. und TP53Alu. 

3. Vcxf ahrcn ecmfiB Aospnich 2. dodurcb gckconzcicbncu daU miodcstcos 1 n:tmcrpaar ausgcwShlt wird em ciocr 
(rruppc vuii Priuicrti icprSiKciiUctt durcli SHQ ID NOs. 1. 2» 6. 19. 20. 27, 28. 31, 32, 33. 34. 35, 36, 45 uiid 46. 

4. Vcrfahren gemflQ Anspnich 2, dadurch gckcnnzcichncL. da6 die 5 NfikrosatellUen-IXKi: nAT26, nAT40, APC. 
Mfd 1 5 und D2S 1 23 analysicrt wcrden. 

5. Verfahmi geuiaB Anspruch 3. dadiircb gekeonzeicbneu daB luiodcsicQS 1 muu;rpaar ausgcw&hli wird au5 eiocr 
(Jruppe voD rriuicm repniscniicri durcb SEQ ID NOs. 1, 2. 5, 6. 19, 20. 33, 34, 35, und 36. 

6. Vcrlahrcn gcm^ cincm dcr Ansprucbc 1-5 zur Bcstimmung dcs XUDl PbSnotyps. dadarch gckcoozcicbnct, daB 
bet fcblcndcm Nachwcis von MikiosaicllitcO'lnstabiUi^t bci alien 5 untcrsucbtcn Loci voo ciocm KHR FbSinotyp 
unri bci Nachwcis von Mikrosatellitcn-Tn^hiHUt hei mchr als einem T /kiu von einem PhSnotyp ausgegarv 
gen wird. 

7. Vcrwcntlung cincs Vcrfahrcns gctniiQ eincfii dcr Anspriiche 1 6 vur prugnostiMiien Turncnliagnose. 

8. Verwenduog einrs Vtrrfabrrns getxiSifi einem der Aosprtichc 1 6 zur DiagiX3«e von rauiilsacrr Tuinor-MkSkposi- 
Uon. 

9. Verwendung g^niiiQ Anspruch 7 cxler 8 Mir TndikalJon von TuniCMvn den GaRlminlexlinalNyitUsffix und des KncUv 
iiictnutiiM. 

10. Vcrwcndunggcno&Ii ADspruch9zmIadikatioavoQ<:olofccU^ 

11. Verweoduag geiuiiQ eifietu Oex Aji»|iru(;be 1 C zur IriilwrLeuuuag vuu Tuxudiuu durcli Nacbwci^ vuu Mikruba- 
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Icllilcn Tnslabililiil in di.sscT:iinicni:n Tu»ri<ir/i;IIcn. 

12. Vcrwcrvlijn^ ^t^iiinB dnt^tti tbr Anspriichc I -6 y.ur Therapicenlschculung. 

Kil 2ur lumorJiagncBilischc.;* An;ilysc voa MiLrosatcUitco-ListobUila:, mindistciis bcstchcnd fnis .S Primer- Pao- 
rcn, wclchc zur DN A- AidplibkbUcn von zwci Mooonuklc odd- Repeal IjOc:, cin Oder zwci Dinuklcotid-Kcpcat-l.oci 
s dcr Xla<;f c 2a, ein Oder zwci I)inukleorid-Repeat-1«oci dcr Kla.<i5;e 2h und gegebvncnfallj; cincm Pentanuktcotid-'Re- 

peal T.OCUS gceignctxind. 

14. Kit ^ur tuniurdiagoosdschen Analyse vcn MikrosatcUilea-InsubniUu bcstchcnd aus S IVituc7>r<i4ico, wclche 
/.at DSA-Aiuplifikaituii \\xi 5 Ijuci. aj&^e\*iJiU aus ciucr <iru(.«pc bcsiclictid uu& DAT 25, BAT2r>. BAT4{), ATC!, 
Mi:>15, D2i!I23.Dl83C9 urd 'IViJAlu. gccignci sind. 
10 l.'S. Kit 2ur ruroordiagnostischco Analyse vor. KCikiosatcUitcD-In&tabiLit£t, bcscclxmd aus S Priincr-Paarcn. von dc- 

ncn rnrdeslcns I Pr:incq>anr cusgewahlt wird aus cincrGruppc von Primcm rcprascntiert clurch SHQ ^T) NOs. *, 2, 
5. 0. IV. 20. 27, 28. 3 1 , 32. 33. 34, 35. 35» 45 und 45. 

16. Kil t'cniiiB Aa^pnjcli 13, UiiJarch gckcnn/cichnei, ca3 5 Priuicr-Paan; cnlhulico siird, wcldic y.ur DNA-Auipli- 
fikaiion vcn BAI'26, JJAr40. APC. Mtdl5, und D2.S'l23 gccisoci sind. 
15 17. Kil gcmrJi Anspnich M, dadurch pckcnnzcicbnc!. .xindcstcns 1 Phmcrpaar cotlialicn isi, welches aiisgcwabli 

wir.l jiu< circr Gmppu von JVimem rvprdKcniicri durch SRQ TD NOs. 1.2. 5, 5. 1 y.20. 33. 34. 35, ui:d 36. 



iiiorzn 5 Sc:lc(n) Zcicliiiuogcii 



2& 
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Z£1CHNUNGEN SEITE 2 



Nummor: 
Int. Cl.«: 

Offeiilagungstag: 



DE19712 33ZA1 
C12Q 1/68 

I.Oktobar 1998 



i| Iff 



BaC25 Bat26 Bot40 
Mononuklcctiderepeatt 




APC D13S175 D3S1283 Mid26 
DinuUoob'drqieacs Klatsela 



MfdZS Mrd4l 





MfdlS D10.St97 n:iS13l8 DI1S9D4 018569 1325123 D9Si71 D18S58 TPS3PCR 
DtnuklfiOiidcrtpAitt KIau52b 




AX TBP 
TrinMklcoiidrepeau 



3§ 



Myctt 
TccranukJootidrcpoiCi 





TP53alu FMR2 
pBalanukJoptidrepoott 



Abb. 2a 




Multiplcx-PCR 
(Bsp.: Duplex D3S 1283 + BAT40) 



Abb. 2b 
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Abb. 4c 



n(tLn>ors) 20 




B 1 t a « « n(Mifl/Stod} 

0% 20% 4Cm ^ BM 100% (Bcp^ 



802 04Q/700 



ZElCHNUNGENSEITEd 



Nummen 
Int. CI.®: 

Of f R n Ihqi I ngfctRQ: 



DE1871233ZA1 
C12Q 1/68 

I.OkrntMir IfiflR 



Ci 1 ITJI It 


GFB 


AGE 


tebt 




fsi 


M 




LOK 


Klflss Bsn1 


i 
1 


02 19 


80 





4 


3 




o 


r6 


RER*^ 


4^ 


o«» ni 






o 


n 
u 




o 


rc 




•> 


■1 n no on 




, - - 




n 
U 


n 


o 


r\ 




4 


AO no io 


7A 




o 


n 
U 


A 

w 




ro 


Ktrv- 


c 


on nft OR 


r>*» 


. - 


o 


1 




O 

0 








fVA nft oo 


RA 


ncin 




n 


n 




Q 




/ 




oo 


/a 


o 


n 


1 


«3 

<1 


rC 




a 
O 


^3. 1 1 .^4 


/U 


J3 


o 

4^ 


1 


U 


3 


re 






o^ m 40 


"7^ 
/4 


nein 


A 


A 

u 


U . 


o 


D 




10 


22.Od.29 






3 


2 


u 


2 


II 


RCK- 


11 


31.03.41 


CO 




O 


0 


0 


2 


R 


RER- 




'30 HA ilf% 






<» 


i 
1 


r\ 
\J 




D 

r\ 




13 


13,08.36 


57 


ja 


3 


1 


0 


3 


re 


RER* 


14 


03.09.28 


65 


ja 


3 


0 


0 


2 


R 


RER- 


1S 


14.07.34 


59 


ia 


1 


0 


0 


2 


R 


RER. 


16 


22.07.09 


64 


nein 


3 


0 


0 


2 


re 


RER-*- 


17 


19.11.16 


78 


nein 


3 


2 


X 


2 


R 


RER- 


18 


13.03.60 


44 


ia 


is 


0 


0 


2 


li 


RER- 


1Q 


08.06.23 


70 




2 


0 


0 


2 


R 


RER- 


20 


01.07.37 


57 


nein 


2 


0 


X 


2 


re 




21 


01.07.37 


67 


nein 


3 


2 


0 


3 




RER- 


22 


03.06.33 


6D 


netn 


4 


2 


1 


3 


re 


RER- 


23 


06.02.22 


72 




IS 


0 


0 


2 


re 


RER- 


24. 


30.10.3$ 


59 


nf*in 


4 


3 


1 


3 


a 


RER- 


25 


29.04.12 


82 


ncin 


3 


3 


1 


2 


R 


RER- 


26 


17.07.21 


73 




3 


1 


0 


3 


re 


RER' 


27 


21.12.55 


39 


nein 


3 


2 


1 


3 


R 


RER- 



Abb. 5 



802 040/200 



